
Probl Cryobiol Cryomed 2021; 31(4):304–315
https://doi.org/10.15407/cryo31.04.304
оригінальне дослідження                                                                                        research article

УДК 636.7.09:616.993.192.6–085:615.38

О.М. Денисова*, Г.Ф. Жегунов, Т.І. Якименко, 
Н.І. Гладка, В.О. Приходченко, О.М. Бобрицька 
Гематологічний профіль собак під час 
комплексного лікування бабезіозу 
з використанням трансфузії кріоконсервованих еритроцитів

UDC 636.7.09:616.993.192.6–085:615.38

O.M. Denysova*, G.F. Zhegunov, Т.І. Yakimenko, N.I. Hladka, 
V.O. Prykhodchenko, О.М. Bobrytska

Blood Characteristics in Dogs During Treatment of Babesiosis Using 
Transfusion of Cryopreserved Erythrocytes 

 
Реферат: Бабезіоз є одним із розповсюджених у всьому світі протозойних захворювань собак, яке за відсутності необ-

хідної ветеринарної допомоги часто призводить до загибелі тварини. У роботі оцінювали зміни гематологічних показників собак 
під час комплексного лікування бабезіозу та трансфузії кріоконсервованих еритроцитів. Еритроцити заморожували із застосу-
ванням 20%-го ДМСО шляхом занурення у рідкий азот. Показано, що трансфузія кріоконсервованих еритроцитів разом із проти-
паразитарною хіміотерапією сприяє швидкому відновленню гематологічних показників тварин (рівня гемоглобіну, гематокриту 
та кількості еритроцитів), а також покращує їх самопочуття, сприяє більш швидкому одужанню. Кріоконсервовані з ДМСО 
еритроцити можуть бути рекомендовані для довготривалого зберігання крові у кріобанках.

Ключові слова: бабезіоз, еритроцити собак, трансфузія, кріоконсервування, кріопротектор. 
Abstract: Babesiosis is one of the most common protozoan diseases in dogs, which in the absence of the necessary veterinary 

care often leads to the animal death. The changes of hematological parameters in dogs during complex treatment of babesiosis and 
transfusion of cryopreserved erythrocytes were evaluated in the research. Erythrocytes were frozen using 20% DMSO by immersion 
into liquid nitrogen. Transfusion of cryopreserved erythrocytes together with antiparasitic chemotherapy has been shown to promote 
rapid recovery of hematological parameters of animal blood (hemoglobin, hematocrit and erythrocyte counts), as well as improves their 
well-being, promotes faster recovery. Cryopreserved with DMSO erythrocytes can be recommended for long-term storage of blood 
at cryobanks.
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Переливання крові є ефективним і основним 
способом лікування важких форм бабезіозу у 
собак – паразитарного захворювання крові, вик-
ликаного найпростішими Babesia canis через 
укуси кліщів. Інкубаційний період хвороби ва-
ріюється від трьох діб до трьох тижнів і залежить 
від імунітету тварини і кількості заражених клі-
щів, які паразитували на собаці. Бабезіоз харак-
теризується великою втратою еритроцитів (від 
5,5 – 8 ×1012/л до 2,65 – 2,8 × 1012/л), у резуль-
таті чого розвивається анемія. Вважається, що 
зниження гематокриту нижче 15% є показником 
для переливання крові, особливо, якщо у собак 
спостерігається розвиток дихальної недостат-
ності.

Для трансфузій у ветеринарних закладах заз-
вичай використовують донорську кров, але в клі-
ніках необхідні запаси крові собак не попов-

Blood transfusion is an eff ective and primary 
way to treat severe forms of canine babesiosis, 
which is a blood disease caused by the parasites Ba-
besia canis transmitted via tick bites. The disease 
incubation period varies from three days to three 
weeks and depends on the animal immunity and 
number of infected ticks that have parasitized the 
dog. Babesiosis is characterized by a large loss 
of erythrocytes (from 5.5 – 8 ×1012/l to 2.65 – 2.8 × 
× 1012/l), resulting in the anemia development. Dec-
rease in hematocrit below 15% is believed to be 
indicator for blood transfusion, especially if dogs 
develop respiratory failure.

Donor blood is usually used for transfusions 
in veterinary clinics, but the latter required the ca-
nine blood supply which is not replenished, due 
to the lack of special donors and the diffi  culty 
of blood collection by phenotypic characteristics 
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нюються, що пояснюється відсутністю спеціаль-
них донорів і складністю відбору крові за феноти-
повими ознаками [11, 12]. В екстрених випадках 
кров беруть від собак, які знаходяться у при-
тулках.

Кров для переливання зазвичай збирається і 
зберігається у розчинах антикоагулянтів, основ-
ними з яких є цитрат-декстрозний (АСD) і цитрат-
фосфат-декстрозно-аденіловий (СРDА-1). Кров, 
заготовлена з такими антикоагулянтами-консер-
вантами, може зберігатися до 20 діб [20, 25] у 
гіпотермічних умовах при 4°C. Однак під час
такого зберігання відбуваються біохімічні зміни, 
які погіршують метаболізм, що призводить до 
порушення форми та об’єму еритроцитів з по-
дальшим зниженням їх фізіологічних функцій. 
Для довготривалого зберігання еритроцитів (про-
тягом кількох років) ідеальним методом є 
заморожування суспензій клітин за температур 
–80…–196°С. Слід зазначити, що на даний час не
розроблено ефективних способів кріоконсерву-
вання і довготривалого зберігання еритроцитів 
собак. 

Для збереження клітин під час заморожу-
вання-відігріву обов’язково використовують кріо-
протектори. Показано, що кріоконсервування
еритроцитів собак за температури до −80°С з 
гліцеролом у достатньо високих концентраціях 
(40%) забезпечує задовільний (до 75%) захист клі-
тин від пошкоджувальної дії низькотемператур-
них факторів [9, 10]. Однак за такої високої кон-
центрації кріопротектора обов’язковим є його 
видалення перед трансфузією для запобігання 
осмотичному лізису клітин у процесі трансфу-
зії. Цю процедуру доцільно застосовувати в екс-
перименті, але вона досить складна і дорога. 

Крім того, для заморожування еритроцитів со-
бак використовують непроникні в клітину кріо-
протектори – гідроксиетильований крохмаль (ГЕК) 
м. м. 200 [15, 19] і поліетиленгліколь м. м. 1500 
(ПЕГ-1500) [1]. Під захистом ГЕК та ПЕГ-1500 
після розморожування зберігається 80–90% клі-
тин. Однак вони після розморожування і перене-
сення у фізіологічні умови є нестійкими, що під 
час трансфузій може призвести до їх внутрішньо-
судинного гемолізу. 

Нами раніше показано, що достатньо високу 
збереженість (75–80%) еритроцитів собак до дії 
низькотемпературних факторів під час кріокон-
сервування можна досягти за рахунок викорис-
тання 20%-го диметилсульфоксиду (ДМСО) [1]. 
При цьому більшість еритроцитів після розмо-
рожування та відмивання від кріопротектора і 
перенесення у фізіологічні умови добре збері-
гаються [2]. Однак кріоконсервовані за даною 

[3, 4]. In emergencies, blood is taken from dogs 
in shelters.

Blood for transfusion is usually collected and 
stored in anticoagulant solutions, the main of which 
are citrate-dextrose (ACD) and citrate-phosphate-
dextrose-adenyl (CPDA-1). Blood harvested with 
such anticoagulants-preservatives can be stored 
for up to 20 days [16, 22] under hypothermic con-
ditions at 4°C. However, during such storage, bio-
chemical changes impairing metabolism take place 
and lead to disruption of the shape and volume 
of erythrocytes, followed by a decrease in their 
physiological functions. For long-term storage of 
erythrocytes (for several years), the cell suspen-
sions freezing at temperatures of –80…–196°С is 
the ideal method. It should be noted that currently 
no more eff ective methods of cryopreservation 
and long-term storage of canine erythrocytes have 
been developed.

Usage of cryoprotectants is mandatory to pre-
serve the cells during freeze-thaw. Cryopreserva-
tion of canine erythrocytes at temperatures down to 
−80°C with glycerol in suffi  ciently high concentra-
tions (40%) is shown to provide satisfactory (up to 
75%) protection of cells against the damaging eff ects 
of low-temperature factors [1, 2]. However, at such 
a high concentration of cryoprotectant, it is obli-
gatory to remove it before transfusion to prevent 
osmotic lysis of cells during transfusion. This pro-
cedure should be used in an experiment, but it is quite 
complicated and expensive.

In addition, to freeze the canine erythrocytes 
using impermeable to a cell cryoprotectants, namely 
hydroxyethylated starch (HEC) m. m. 200 [9, 15] 
and polyethylene glycol m. m. 1500 (PEG-1500) 
[5] are applied. Under the HEC and PEG-1500 
protection 80–90% of cells have been preserved 
after thawing. However, they are unstable after 
thawing and transfer to physiological conditions, 
which during transfusions can lead to their intra-
vascular hemolysis.

We have previously shown that a suffi  ciently 
high preservation (75–80%) of canine erythrocytes 
regarding of the infl uence of low-temperature 
factors during cryopreservation can be achieved 
via using the 20% dimethyl sulfoxide (DMSO) 
[5]. In this case, most erythrocytes after thawing 
and washing from the cryoprotectant as well as trans-
fer to physiological conditions are well preserved 
[6]. However, cryopreserved by this method erythro-
cytes have not yet been used for transfusions when 
treating the babesiosis in dogs.

The purpose of the research was by examining 
hematological parameters to assess the therapeu-
tic effi  ciency of transfusion of the cryopreserved 
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методикою еритроцити ще не застосовувалися 
для трансфузій під час лікування хворих на ба-
безіоз собак.

Мета роботи – оцінка за гематологічними по-
казниками лікувальної ефективності переливання 
кріоконсервованих під захистом диметилсульфок-
сиду еритроцитів хворим на бабезіоз собакам для 
коригування анемії.

Матеріали та методи
Експерименти проводили відповідно до Зако-

ну України «Про захист тварин від жорстого по-
водження» (№ 3447-IV від 21.02.2006) з дотри-
манням вимог комісії з біоетики Харківської 
державної зооветеринарної академії, узгоджених 
із положеннями «Європейської конвенції про за-
хист хребетних тварин, які використовуються 
для експериментальних та інших наукових ці-
лей» (Страсбург, 1986). 

У роботі досліджували еритроцити собак. Усі 
тварини були клінічно здоровими, статевозрілими 
(2–10 років), безпородними самцями, які утри-
мувалися у комунальному закладі «Центр повод-
ження з тваринами» (м. Харків, Україна).

Кров заготовляли на глюкозо-цитратному кон-
серванті та зберігали до проведення експери-
ментів не більше 48 годин при 5°С. Еритроцити 
отримували методом центрифугування цільної 
крові при 750g протягом 5 хв із наступним ви-
даленням плазми та лейкотромбоцитарного ша-
ру. Після цього еритроцити тричі відмивали у 
4-кратному об’ємі ізотонічного сольового роз-
чину (150 мМ NaCl, 10 мМ фосфатний буфер 
(pH 7,4)). 

Еритроцити заморожували з 20%-м ДМСО, 
який готували на основі 200 мМ сахарози, 50 мМ 
NaCl, 10 мМ фосфатного буфера, pH 7,4. Кріо-
протектор додавали до клітин у співвідношенні 
1:1 й інкубували з кріопротекторним розчином 
перед заморожуванням протягом 20 хв за кім-
натної температури (22°С). Еритроцити заморо-
жували в кріопробірках 10 мл («Eppendorf», Ні-
меччина) шляхом їх занурення в рідкий азот 
(–196°С). Кріоконсервовану масу зберігали не 
менше місяця. Відігрівання зразків проводили 
шляхом перенесення контейнера з рідкого азоту на 
водяну баню (40–42°С) з постійним погойдуванням 
до зникнення твердої фази. Кріопротектор ви-
даляли послідовним центрифугуванням при 750g: 
етап 1 – відмивання рівним об’ємом розчину 
600 мМ NaCl, 10 мМ фосфатним буфером (pH 7,4); 
етапи 2 й 3 – відмивання рівними об’ємами 
розчином 150 мМ NaCl, 10 мМ фосфатного буфера 
(pH 7,4). Деконсервовані таким чином еритро-
цити використовували для переливання. 

dimethyl sulfoxide-protected erythrocytes to the 
dogs with babesiosis to correct anemia.

Materials and methods
The experiments were performed in accordan-

ce with the Law of Ukraine ‘On Protection of 
Animals Against Cruelty’ (№ 3447-IV of February 
21st, 2006) in compliance with the requirements 
of the Commission in Bioethics of the Kharkiv 
State Veterinary Academy, agreed with the ‘European 
Convention for the Protection of Vertebrate Animals 
and Other Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 1986).

In this research we studied canine erythrocy-
tes. All animals were clinically healthy, sexually 
mature (2–10 years old), outbred males kept at the 
Animal Housing Center (Kharkiv, Ukraine).

Blood was collected with glucose-citrate preser-
vative and stored for experiments not longer than 
48 hours at 5°C. Erythrocytes were obtained by 
centrifugation of whole blood at 750 g for 5 min, 
followed by removal of plasma and platelet layer. 
The erythrocytes were then washed three times with 
4-fold volume of isotonic saline (150 mM NaCl, 
10 mM phosphate buff er (pH 7.4)).

Erythrocytes were frozen with 20% DMSO, 
prepared on the basis of 200 mm sucrose, 50 mm 
NaCl, 10 mm phosphate buff er, pH 7.4. The cryo-
protectant was added to the cells in a 1:1 ratio and 
incubated with the cryoprotectant solution prior to 
freezing for 20 min at room temperature (22°C). 
Erythrocytes were frozen in 10 ml cryotubes (Ep-
pendorf, Germany) by immersing them into liquid 
nitrogen (–196°C). The cryopreserved mass was sto-
red for at least a month. The samples were heated 
by transferring the container from liquid nitrogen 
to a water bath (40–42°C) with constant shaking 
until the solid phase disappearance. The cryoprotec-
tant was removed by sequential centrifugation at 
750 g: step 1 – washing with an equal volume of 
600 mm NaCl solution, 10 mm phosphate buff er 
(pH 7.4); steps 2 and 3 – washing in equal volumes 
with a 150 mm NaCl solution, 10 mm phosphate buf-
fer (pH 7.4). Erythrocytes thawed thereby were used 
for transfusion.

The hemolysis rate was determined with a ‘SF-46’ 
spectrophotometer (LOMO, Russia) by the amount 
of free hemoglobin releasing from the cells, and 
expressed as a percentage relative to 100% hemo-
lysis of erythrocytes in the presence of 0.1% deter-
gent triton X-100 (Applichem, Germany).

To detect babesia in erythrocytes, peripheral 
blood smears were examined [7] using a Leucodif 
reagent set (Erba Lachema, Czech Republic).

Treatment against parasites was performed by 
a single intramuscular injection of the antiproto-
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Ступінь гемолізу визначали на спектрофото-
метрі «СФ-46» («ЛОМО», Росія) за кількістю 
вільного гемоглобіну, який вийшов із клітин, і ви-
ражали в процентах по відношенню до 100%-го 
гемолізу еритроцитів у присутності 0,1% детер-
генту тритону Х-100 («Applichem», Німеччина).

Для виявлення в еритроцитах бабезій дос-
ліджували мазки периферичної крові [13] за до-
помогою набору реагентів «Лекодиф» («Erba La-
chema», Чехія).

Лікування від паразитів проводили шляхом 
одноразового внутрішньом’язового введення анти-
протозойного препарату «Піро-Стоп» («Апи-Сан», 
Росія), який є достатньо ефективним і малоток-
сичним [8] у дозі 0,25 мл/кг маси тварини. Через 
24 години після введення препарату проводили 
повторний клінічний аналіз крові. У тих випадках, 
коли не було статистично значущих покращень 
показників крові та зберігалися виражені симп-
томи захворювання (відсутність апетиту, під-
вищена температура), проводили трансфузію 
деконсервованих еритроцитів з метою віднов-
лення гематологічних показників. Контроль над 
відновленням основних характеристик крові 
здійснювали шляхом проведення аналізу крові че-
рез кожні 24 години протягом 4-х діб. 

Трансфузію еритроцитів здійснювали через 
24 години після ін’єкції препарату «Піро-Стоп». 
Перед трансфузією суспензію еритроцитів роз-
бавляли 0,9%-м розчином NaCl до 45%-го гема-
токриту. 

Необхідну кількість еритроцитів для транс-
фузії розраховували за формулою [18]:

  К × МТ ×                        , 

де К − постійний коефіцієнт (К = 90); МТ – маса 
тіла реципієнта (кг), HСТн – необхідний гема-
токрит для реципієнта (%); HСТр – гематокрит 
реципієнта (%); HСТд – гематокрит донора (%). 

Усіх тварин було розділено на експеримен-
тальні групи: 1 – клінічно здорові (контрольна 
група); 2 – хворі на бабезіоз до лікування; 3 – хворі 
на бабезіоз через 24 години після терапії препа-
ратом; 4 – хворі на бабезіоз через 48 годин після 
терапії та 24 години після трансфузії; 5 – хворі 
на бабезіоз через 96 годин після терапії та 72 го-
дини після трансфузії. 

Загальні клінічні дослідження крові прово-
дили на автоматичному гематологічному аналі-
заторі «LabAnalit-2700» («URIT Medical Electro-
nic Co.», Китай).

Статистичну обробку результатів виконували 
з використанням програмного пакета «Statgra-
phics» («Manugistic Inc.; STATistical GRAPHICs 

HCT HCT 
HCT
 рн

д

zoal drug Pyro-Stop (Api-San, Russia), which 
is quite eff ective and low-toxic [19] at a dose of 
0.25 ml / kg body weight. Twenty-four hours 
after drug administration, a repeated clinical blood 
test was performed. In cases where there were no 
signifi cant improvements in blood parameters and 
severe symptoms of the disease persisted (lack 
of appetite, fever), the thawed erythrocytes were 
transfused to restore hematological parameters. 
The restoration of the main characteristics of blood 
was controlled by its testing every 24 hours for 
4 days.

Erythrocyte transfusion was performed 24 hours 
after injection of Pyro-Stop. Prior to transfusion, 
the erythrocyte suspension was diluted with 0.9% 
NaCl solution to 45% hematocrit.

The required number of erythrocytes for trans-
fusion was calculated by the formula [13]:

  C × BW ×                   ,

where, C is a constant coeffi  cient (K = 90); BW – 
body weight of the recipient (kg), Htn – necessary 
hematocrit for the recipient (%); Htr – hematocrit 
of the recipient (%); Htd – donor hematocrit (%).

All animals were divided into experimental 
groups: 1 – clinically healthy dogs (control group); 
2 – dogs with babesiosis before treatment; 3 – dogs 
with babesiosis 24 hours after drug therapy; 4 – 
dogs 48 hours after therapy and 24 hours after 
transfusion; 5 – dogs with babesiosis 96 hours 
after therapy and 72 hours after transfusion.

General clinical blood tests were performed with 
automatic hematology analyzer ‘LabAnalit-2700’ 
(URIT Medical Electronic Co., China).

The results were statistically processed using 
the ‘Statgraphics’ software (Manugistic Inc.; STATis-
tical GRAPHICs system, USA). Data were presented 
as M ± SE (mean ± standard error). The signifi -
cance of the diff erences between the experimental 
and control groups was assessed by a nonpara-
metric method using a multiple Fisher rank test 
by grouping the samples with the least signifi cant 
diff erence. At least four experiments were perfor-
med in each series.

Results and discussion
Babesia enter the bloodstream of animals via a 

tick bite, followed by penetration into the erythrocyte, 
wherein they multiply and destroy the cell [17]. At the 
same time sick dogs have an increased temperature 
of 40–41°C, loss of appetite, depressed mood, weak 
fi liform pulse, tachycardia (130–150 beats/min), 
accelerated (20–30 beats/min) and diffi  culty when 
breathing. The mucous membranes of the oral cavity 

Htn Htr
Htd
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system», США). Дані були представлені у виг-
ляді M ± SE (середнє значення ± стандартна 
похибка). Значущість відмінностей між експе-
риментальними та контрольною групами оціню-
вали непараметричним методом за допомогою 
множинного рангового тесту Фішера за проце-
дурою угруповання вибірок із найменшою зна-
чущою різницею. У кожній серії проведено не 
менше чотирьох дослідів. 

Результати та обговорення
Через укус кліща бабезії потрапляють до 

кровотоку тварин із подальшим проникненням у 
еритроцит, у якому вони розмножуються і руй-
нують клітину [21]. При цьому у хворих собак 
спостерігаються підвищення температури до 40–
41°С, відсутність апетиту, пригнічений стан, слаб-
кий ниткоподібний пульс, тахікардія (130–150 уда-
рів/хв), прискорене (20–30 ударів/хв) і утруднене 
дихання. Слизові оболонки ротової порожнини 
та конʼюнктиви набувають жовтуватого відтінку. 
Крім цього, у заражених тварин спостерігається 
сльозотеча, прозорі (без кольору або ледь жовто-
рожеві) виділення з носа, сеча має світло-жовтий 
колір.

Для трансфузії використовували кріоконсер-
вовані еритроцити, які були заготовлені зазда-
легідь і зберігалися в контейнерах, занурених  у 
рідкий азот (−196°С). У процесі заморожування-
відігріву та наступних етапів видалення кріо-
протектора еритроцитів втрачалося близько 20%. 
Даний ефект можна вважати позитивним, оскіль-
ки за рахунок багаторазового відмивання від 
кріопротектора розморожена суспензія еритро-
цитів позбавлена залишків донорської плаз-
ми, що дозволяє отримати імунологічно безпеч-
ний компонент крові. Рішення щодо переливан-
ня приймали за результатами мікроскопічного 
дослідження мазків крові, вираженості симптомів 
захворювання та ступеня порушень гематологіч-
них показників (різке зменшення кількості ерит-
роцитів, зниження рівня гемоглобіну та гематок-
риту), оскільки патогенетичний вплив мікроорга-
нізму, в першу чергу, відбивається на показниках 
крові, які змінюються залежно від інтенсивності 
інвазії. В мазках крові від дня підвищення тем-
ператури спостерігали паразитів B. canis, які до-
статньо швидко розмножувалися (рис. 1). 

Клінічний аналіз крові дослідних хворих 
тварин порівняно з контрольними показав різке 
зниження кількості еритроцитів (до 44%), гема-
токриту (до 54 %) і гемоглобіну (до 53%). От-
римані дані дозволяють зробити висновок, що 
у цих тварин розвивається гемолітична анемія 
(таблиця).

and conjunctiva become yellowish. In addition, 
infected animals have tearing, transparent (colorless 
or slightly yellow-pink) discharge from a nose, their 
urine is light yellow.

Cryopreserved erythrocytes were used for trans-
fusion, which were prepared in advance and stored 
in the containers immersed into liquid nitro-
gen (−196°C). During freeze-warming and subse-
quent stages of the cryoprotectant removal, the 
erythrocytes lost about 20%. This eff ect can be 
considered positive, because due to repeated wa-
shing from the cryoprotectant the thawed suspen-
sion of erythrocytes is devoid of donor plasma 
residues, which allows to obtain an immunologically 
safe component of blood. The decision to transfuse 
was made based on the results of microscopic 
examination of blood smears, the severity of symp-
toms and the extent of blood disorders (a sharp dec-
rease in erythrocytes, reduced hemoglobin and 
hematocrit), because the pathogenetic eff ects of 
the microorganism primarily aff ect blood parame-
ters, changing depending on intensity of invasion. 
In blood smears from the day of temperature rise, 
B. canis parasites were observed, which multip-
lied rather quickly (Fig. 1).

Clinical analysis of the blood of experimental 
sick animals compared with controls showed a sharp 
decrease in the number of erythrocytes (up to 44%), 
hematocrit (up to 54%) and hemoglobin (up to 53%). 
The data obtained allow us to conclude that these 
animals develop hemolytic anemia (Table).

Рис. 1. Мазки крові хворих на бабезіоз собак. Стрілка-
ми позначено еритроцити, які містять мікроорганізми 
Babesia canis.
Fig. 1. Blood smears of dogs with babesiosis. The arrows 
indicate erythrocytes that contain the Babesia canis 
microorganisms.
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На рис. 2 представлено загальні 
показники крові собак до та після 
лікування. Кількість еритроцитів 
у крові є основним фізіологічним 
показником розвитку патології 
при бабезіозі. Встановлено, що 
у хворих собак значно зменшена 
кількість еритроцитів, а через 24 
години після медикаментозного 
лікування даний показник не під-
вищився і становив близько 46% 
порівняно з контрольною групою 
(рис. 2, А). Після гемотрансфузії 
разом із медикаментозним ліку-
ванням він збільшився і на другу 

Figure 2 shows the general blood counts in 
dogs before and after treatment. The number of 
erythrocytes in blood is the main physiological 
indicator of developing pathology after babesiosis. 
It was found that the number of canine erythrocytes 
was signifi cantly reduced, and 24 hours after drug 
treatment, this value did not increase and was about 
46% compared with the control group (Fig. 2A). 
After blood transfusion together with drug treatment, 
it increased and on the second day that was 72%, and 
on the third it made 90%.

Simultaneously with the reduced number of 
erythrocytes in the dogs with babesiosis, the level 
of hemoglobin decreased twice (Fig. 2B). After 
combining the drug therapy with blood transfusion, 
this value increased only on the third day and made 
about 75% compared with clinically healthy dogs.

Hematocrit levels depend on the total number 
of erythrocytes and their average volume [16, 23]. 
We found a notably reduced level of hematocrit, 
indicating a marked disorder in the structure and 
function of erythrocytes (Fig. 2C). After medical 
treatment and blood transfusion, this value gradually 
increased up to 62% on the second day and reached 
76% on the third.

Evaluation of the general blood parameters of the 
dogs with babesiosis demonstrated a positive eff ect 
of blood transfusion on their general condition, which 
accelerates recovery. On the third day of combined 
treatment, hemoglobin and hematocrit levels were 
reduced, but already signifi cantly increased than 
in untreated sick animals. At the same time on 
the third day the number of erythrocytes does not 
diff er signifi cantly from the control group. Thus, 
the cryopreserved erythrocytes used for transfusion 
remain viable in the bloodstream of the animals, 
perform their functions, improving the state of a sick 
animal.

The concepts of mean erythrocyte volume, mean 
content and mean hemoglobin concentration were 

Примітка: * – підвищення значуще відносно контрольної групи, р < 0,05.
Note: *– signifi cant increase relative to the control group, р < 0.05. 

Гематологічний профіль собак (M ± SE)
Hematological parameters in dogs (M ± SE)

Показник
Parameter 

Норма
Norm

Клінічно здорові 
тварини 

(контрольна група)
Clinically healthy 
animals (control)

Хворі на 
бабезіоз 
тварини

Animals with 
babesiosis 

Кількість еритроцитів, ×1012/л
Number of erythrocytes × 1012/l 5,6–8,0 5,86 ± 0,12 2,55 ± 0,29*

Концентрація гемоглобіну, г/л
Hemoglobin concentration, g/l 120–180 140,51 ± 2,87 73,5 ± 6,06*

Рівень гематокриту, %
Hematocrit level, % 37–55 40,50 ± 1,35 21,85 ± 2,41*

добу складав 72%, а на третю – 90%.
Одночасно зі зменшенням кількості еритро-

цитів у хворих на бабезіоз собак спостерігалося 
й зниження рівня гемоглобіну у два рази (рис. 2, 
В). Після комплексної медикаментозної терапії 
з використанням гемотрансфузії цей показник 
збільшувався лише на третю добу і складав близь-
ко 75% порівняно з клінічно здоровими собака-
ми.

Рівень гематокриту залежить від загальної 
кількості еритроцитів та їх середнього об’єму 
[20, 26]. Нами виявлено значно знижений рівень 
гематокриту, що свідчить про помітне пору-
шення структури і функцій еритроцитів (рис. 2, 
С). Після медикаментозного лікування та пере-
ливання крові цей показник поступово збіль-
шувався до 62% на другу добу і досягав 76% 
на третю.

Оцінка загальних показників крові хворих 
на бабезіоз собак показала позитивний вплив 
гематрансфузії на їх загальний стан, що прис-
корює одужання. На третю добу комплексного 
лікування рівні гемоглобіну та гематокриту були 
зменшені, але вже значно підвищені, ніж у нелі-
кованих хворих тварин. При цьому вже на третю 
добу кількість еритроцитів значуще не відріз-
нялася від показників контрольної групи. Та-
ким чином, використані для трансфузії кріокон-
сервовані еритроцити залишаються в руслі крові 
тварин життєздатними, виконують свої функції, 
що покращує стан хворої тварини.

Поняття середнього об’єму еритроцита, се-
реднього вмісту та середньої концентрації в ньо-
му гемоглобіну були вперше введені B.B. Wint-
robe [27]. Ці показники (індекси еритроцитів) 
необхідні для з’ясування етіології анемій. 

Дослідження показали, що об’єм еритроци-
тів у хворих собак мав тенденцію до зменшен-
ня (рис. 3, А), що може додатково обумовлювати 
недостатність вмісту гемоглобіну. Після засто-
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сування трансфузії цей показник збільшився і 
поступово наближався до норми. 

Середній вміст гемоглобіну (абсолютна маса 
всіх гемоглобінових молекул) в одному ерит-
роциті опосередковано характеризує особливості 
функціонування внутрішніх систем, які відпо-
відають за синтез гемоглобіну, а також за нор-
мальне утворення еритроцитів [7, 26]. У хворих 
собак цей показник залишався у межах норми 
(рис. 3, В), але складав 85% від значень конт-
рольної групи, проте без значущих відмінностей. 
На останньому етапі лікування середній вміст 
гемоглобіну в крові  складав 90% від контроль-
ної групи, тобто кількість гемоглобіну в кліти-
нах збільшилася. 

Концентрація гемоглобіну свідчить про «щіль-
ність» заповнення ним клітини. Цей показник 
у всіх групах тварин знаходиться у межах нор-
ми (рис. 3, С), тобто щільність розміщення ге-
моглобіну в еритроцитах не порушувалася. Крім 
того, за цим показником можна робити вис-

fi rst introduced by B.B. Wintrobe [24]. These indices 
(erythrocyte ones) are needed to determine the 
etiology of anemia.

Studies have shown that the volume of erythrocytes 
in sick dogs tended to decrease (Fig. 3A), which 
may further lead to a lack of hemoglobin. After the 
application of transfusion, this value increased and 
gradually approached normal.

The average content of hemoglobin (absolute 
mass of all hemoglobin molecules) in one erythrocyte 
indirectly characterizes the peculiarities of the 
functioning of internal systems responsible for he-
moglobin synthesis, as well as for the normal for-
mation of erythrocytes [14, 23]. In sick dogs, 
this value remained within the normal limits 
(Fig. 3B), but made 85% of the control group 
values, even so without signifi cant diff erences. 
At the last stage of treatment, the mean concentra-
tion of hemoglobin was 90% of the control group, 
i. e. the amount of hemoglobin in the cells increa-
sed.
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Рис. 2. Загальні показники крові хворих на бабезіоз 
собак після комплексного лікування з використан-
ням трансфузії кріоконсервованих еритроцитів: А –
кількість  еритроцитів; В – гемоглобін; С – гематокрит. 
* – відмінності значущі відносно контролю, р < 0,05; 
1 – контрольна група; 2 – хворі на бабезіоз до лікуван-
ня; 3 – хворі через 24 години після терапії препара-
том; 4 – хворі через 48 годин після терапії і 24 години 
після трансфузії; 5 – хворі через 96 годин після те-
рапії та 72 години після трансфузії. 
Fig. 2. General blood counts in dogs with babesiosis 
after complex treatment using transfusion of cryopreser-
ved erythrocytes: А – number of erythrocytes; В – he-
moglobin; С – hematocrit. *– diff erences are signifi cant 
if compared with the control, р < 0.05; 1 – control group; 
2 – dogs with babesiosis before treatment; 3 – dogs 
24 hours after drug therapy; 4 – dogs 48 hours after 
therapy and 24 hours after transfusion; 5 – dogs 
96 hours after therapy and 72 hours after transfu-
sion.
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новки щодо значущих результатів зробленого 
аналізу, оскільки він не може бути вище нор-
ми [7]. 

Ступінь гетерогенності (розподілу) еритроци-
тів за об’ємом або індекс анізоцитозу еритро-
цитів у всіх групах статистично не відрізнявся 
(рис. 3, D). Таким чином, проведена трансфу-
зія кріоконсервованих еритроцитів не призво-
дить до формування неоднорідних за розміром 
клітин.

The concentration of hemoglobin indicates the 
‘density’ of fi lling the cell. This index in all groups of 
animals was within the norm (Fig. 3C), i. e. the den-
sity of hemoglobin in erythrocytes was not disorde-
red. In addition, this index can be used to conclude 
about the signifi cant results of the analysis, as it 
cannot be higher than normal [14].

The degree of heterogeneity (distribution) of ery-
throcytes by volume or erythrocyte anisocytosis index 
in all groups did not diff er statistically (Fig. 3D). 

Рис. 3. Характеристика еритроцитів крові хворих на бабезіоз собак після комплексного лікування з використанням 
трансфузії кріоконсервованих еритроцитів: А – середній об’єм еритроцита; В – середній вміст гемоглобіну в ери-
троциті; С – середня концентрація гемоглобіну в еритроциті; D – ступінь гетерогенності еритроцитів за об’ємом. 
1 – контрольна група; 2 – хворі на бабезіоз до лікування; 3 – хворі через 24 години після терапії препаратом; 
4 – хворі через 48 годин після терапії і 24 години після трансфузії; 5 – хворі через 96 годин  після терапії та 72 го-
дини після трансфузії. 
Fig. 3. Characteristics of blood erythrocytes of dogs with babesiosis after combined treatment with the use of trans-
fusion of cryopreserved erythrocytes: А – average erythrocyte volume; В – average content of hemoglobin in erythrocyte; 
С – mean concentration of hemoglobin in erythrocyte; D – degree of heterogeneity of erythrocytes by volume. 1 – cont-
rol group; 2 – dogs with babesiosis before treatment; 3 – dogs 24 hours after drug therapy; 4 – dogs 48 hours after 
therapy and 24 hours after transfusion; 5 – dogs 96 hours after therapy and 72 hours after transfusion.
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Індекси еритроцитів показують загальний стан 
організму та його гемостаз. З урахуванням від-
сутності значущих відмінностей цих показників, 
можна припустити, що Babesia canis, яка вик-
ликає паразитарне захворювання крові, не впли-
ває на процеси синтезу та щільності розміщен-
ня гемоглобіну в клітині. Крім цього, трансфузія 
також не впливає на індекси гематологічних 
показників еритроцитів.

У результаті комплексної терапії підвищили-
ся кількість еритроцитів, рівень гемоглобіну та 
гематокриту, покращився загальний стан хворих. 
Трансфузія розморожених еритроцитів дозволила 
в короткі строки компенсувати анемію та віднови-
ти оксигентранспортну функцію крові. Таким чи-
ном, трансфузія кріоконсервованих еритроцитів 
може бути рекомендована для комплексного ліку-
вання хворих бабезіозом собак.

Відмиті розморожені еритроцити порівняно зі 
свіжою кров’ю, що зберігалася при гіпотермії, є 
нешкідливими (ареактогенними), оскільки в про-
цесі заморожування-відігріву були видалені лей-
коцити, тромбоцити, білки плазми, антитіла та 
мікроагрегати.

Однак на сьогодні розроблено дуже мало тех-
нологій та протоколів кріоконсервування еритро-
цитів тварин. Існують поодинокі праці щодо за-
морожування еритроцитів собак, у яких в якості 
кріопротектора використовували гліцерол [10, 
16], диметилсульфоксид (ДМСО) [1, 2], гідрокси-
етильований крохмаль (ГЕК) [16, 17, 23], поліе-
тиленгліколь м. м. 1500 (ПЕГ-1500) [1, 2]. Засто-
сування непроникних кріопротекторів (ПЕГ-1500 
і ГЕК) було безрезультатним, оскільки після 
розморожування спостерігається нестабільність 
еритроцитів, яка обумовлена порушенням складу 
білків мембрано-цитоскелетного комплексу [4, 5, 
22]. Внаслідок таких процесів відбувається руй-
нування еритроцитів у ізотонічному середовищі 
[14], що може призвести до значного внутріш-
ньосудинного гемолізу. Гліцерол також був недо-
статньо ефективним, бо він проникає в еритроци-
ти собак набагато повільніше, ніж в еритроцити 
людини [3]. Тому під час заморожування клітин 
крові собак до −196°С шляхом занурення у рідкий 
азот вказаний кріопротектор не забезпечує необ-
хідний їх захист від факторів низькотемператур-
ного пошкодження.

За нашими даними [1, 2] ДМСО показав 
достатньо високу ефективність під час кріокон-
сервування еритроцитів собак. Оскільки ДМСО 
в більших концентраціях є токсичною речови-
ною [6], то потрібно дуже ретельно дотримува-
тися протоколів кріоконсервування. На сьогодні 
ДМСО у невеликих концентраціях використо-

Thus, the transfusion of cryopreserved erythrocytes 
does not result in the formation of inhomogeneous 
cells.

Erythrocyte indices show the general condition of 
the body and its hemostasis. Assuming the absence 
of signifi cant diff erences in these indices, we can 
suppose that Babesia canis, which causes parasitic 
blood disease, does not aff ect the hemoglobin 
synthesis and density in the cell. As well transfusion 
also does not aff ect the indices of hematological 
parameters of erythrocytes.

As a result of combined therapy, the number of 
erythrocytes, level of hemoglobin and hematocrit 
were increased, and the general condition of patients 
improved. Transfusion of thawed erythrocytes in a 
short time enabled the compensation of anemia and 
restoration of oxygen transport function of blood. 
Thus, transfusion of cryopreserved erythrocytes can 
be recommended for a comprehensive treatment of 
the dogs with babesiosis.

Washed and thawed erythrocytes are harmless 
(areactogenic) compared to fresh blood stored 
during hypothermia, as leukocytes, platelets, plasma 
proteins, antibodies and microaggregates have been 
removed during the freeze-thaw process.

However, to date, very few technologies and pro-
tocols for cryopreservation of animal erythrocytes 
have been developed. There are scanty reports on 
freezing erythrocytes of dogs, in which glycerol was 
used as a cryoprotectant [2, 10], dimethyl sulfoxide 
(DMSO) [5, 6], hydroxyethylated starch (HEC) 
[9, 12, 20], polyethylene glycol m. m. 1500 (PEG-
1500) [5, 6]. The use of impermeable cryoprotec-
tants (PEG-1500 and HEC) was ineff ective, because 
after thawing there is an instability of erythrocytes, 
which is due to a disordering of the membrane-
cytoskeletal complex protein composition [18, 26, 
27]. As a result of such processes, erythrocytes are 
destroyed in an isotonic environment [8], which 
can lead to strong intravascular hemolysis. Gly-
cerol was also slightly eff ective because it penet-
rates into canine erythrocytes much more slowly 
than into human erythrocytes [28]. Therefore, when 
freezing the blood cells of dogs to −196°C by immer-
sion into liquid nitrogen, this cryoprotectant does 
not properly protect against the factors of low-tem-
perature damage.

According to our data [5, 6] DMSO showed a 
fairly high effi  ciency during cryopreservation of ca-
nine erythrocytes. Since DMSO in high concentra-
tions is a toxic substance [11], cryopreservation 
protocols must be followed very carefully. Today 
DMSO in small concentrations is used in veteri-
nary practice [21, 25], and in the last years of 
the twentieth century the World Health Organi-
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вують у ветеринарній практиці [24, 28], а в остан-
ні роки ХХ століття Всесвітньою організацією 
охорони здоров’я було дозволено його застосу-
вання у якості кріопротектора з обов’язковим 
відмиванням кріоконсервованих біооб’єктів пе-
ред використанням. На нашу думку, ДМСО є 
найбільш перспективним кріопротектором для 
низькотемпературного зберігання еритроцитів со-
бак з подальшим використанням із лікувальною 
метою, оскільки результати експериментів пока-
зали, що трансфузія кріоконсервованих еритро-
цитів суттєво покращує гематологічний профіль 
собак під час лікування бабезіозу.

Висновки
1. Переливання кріоконсервованих еритроци-

тів для лікування хворих на бабезіоз собак 
разом зі симптоматичною і специфічною тера-
пією показало високу ефективність.

2. Трансфузія розморожених еритроцитів сприяє 
кращому відновленню кількості еритроцитів, нор-
малізації рівня гемоглобіну та гематокриту, що 
разом із протипаразитарною терапією приводить 
до швидкого одужання.

3. Введення ДМСО в якості захисної сполу-
ки в концентрації 20% може бути використаним 
для створення запасів кріоконсервованої крові 
собак.

Впровадження технології кріоконсервування 
еритроцитів тварин у ветеринарну практику до-
зволить створити стратегічний ефективний резерв 
крові компанійських тварин. Наявність банків 
кріоконсервованих еритроцитів допоможе уник-
нути проблем забезпечення ветеринарних клінік 
компонентами крові.

zation allowed its use as a cryoprotectant with 
mandatory washing of cryopreserved biological 
objects before using. We believe that DMSO is 
the most promising cryoprotectant for low-tempe-
rature preservation of canine erythrocytes and their 
subsequent use for therapeutic purposes, as the 
fi ndings have shown that transfusion of such cryo-
preserved erythrocytes signifi cantly improves the 
hematological parameters in dogs when treating 
babesiosis.

Conclusions
1. Transfusion of cryopreserved erythrocytes to 

treat the dogs with babesiosis together with symp-
tomatic and specifi c therapy has shown high effi  -
ciency.

2. Transfusion of thawed erythrocytes promotes 
better recovery of erythrocytes, hemoglobin and he-
matocrit, which jointly with anti-parasitic therapy 
contributes to a rapid recovery.

3. The application of 20% DMSO as a protective 
compound can be used to create the stocks of 
cryopreserved canine blood.

Introduction of technologies of erythrocytes 
cryopreservation of animals in veterinary practi-
ce will allow to create a strategic and eff ective 
blood reserve of company animals. The presence 
of banks of cryopreserved erythrocytes will help 
to avoid the problems of providing veterinary cli-
nics with blood components.
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